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"... Die (m)RNA bietet vor allen Dingen eine Folge won Sellen, an anen
Wasserstoffbriicken gebil det werden kdnren. Man kann daler annehmen,
daR dles, was sch mit der Matrize in spezifischer Weise vebindet, dies
Uber Wasserstoffbricken tut. Es ist deshalb eine naheli egende Hypothese,
dal de Amincsaure durch ein Adapermolekil zu der Matrize
transportiert wird und dal® oeser Adapter der Teil ist, der zu der RNA
pald. In der einfachsten Form wirde man 20Adapter brauchen, fir jede

Aminosaure anen."

Francis Crick, 1958
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7. Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, Wege aifzuzeigen, de die gezidte
Einfuhrung unretirlicher Aminosduren in Proteine mit der Methodk des Einsatzes chemisch
aminoagyli erter amber-Suppressor-tRNAs verbessern. Um die besonderen Bedingungen beim
Einsatz von amber-Suppresor-tRNAs in der zellfreien Proteinbiosynthese zu beleuchten,
wurden sowohl in vivo exprimierte ds auch in vitro transkribierte amber-Suppressor-tRNAs
auf unterschiedlichen Funktionsebenen innerhalb eines Escherichia coli in vitro-
Trandationsg/stems charakterisiert. Letztendich ermdglichten de Untersuchungen eine
Einstufung der Suppressonseffizienz von sieben verschiedenen in vitro transkribierten
amber-Suppresor-tRNA-Spezies.

Die zielgerichtete Insertion einer unrettrlichen Aminosaure in ein Protein konrte innerhab
der vorliegenden Arbeit anhand der Insertion von e-Dansyl-Lysin in FABP demonstriert
werden. Nicht unerwartet war der Einbau der unretirlichen Aminoséure auléerst ineffizient.
Als eine weitere Limitation der dem Einbau unratirlicher Aminosauren zugrunde liegenden
Methodk erwies sch de Aufreinigung golerer Mengen an hamogenen in vitro transkri-
bierten verkirzten tRNAs, die fur die Herstellung der mit der unretirlichen Aminoséure
beladenen tRNA eine unabdingbare Voraussetzung ist. Die Aufreinigung homogener tRNAs
war aufgrund dr  starken  3-Endheterogenitét  der Transkriptionsprodukte — aufferst
problematisch. Sowohl die Homogenitét der tRNA as auch de asolute Ausbeute lief3en sich
deutlich verbessern, indem die normalerweise fur die Transkription mit T7-RNA-Polymerase
gebrauchliche Temperatur von 37T auf ein Optimum von 44T erh6ht wurde. Zudem zeigten
unterschiedli che Préparationen vonT7-RNA-Polymerase verschieden starke n+1-Aktivitéten.

Zur Untersuchung der Aktivitdten in vivo exprimierter amber-Suppresor-tRNAs, wurden
Gesamt-tRNA-Préparationen aus insgesamt 10 \erschiedenen, bel Kleina @ a. (1990
beschriebenen Escherichia coli-amber-Suppressor-Zellstémmen in der in vitro-Tranglation
eingesetzt. Die Relationen in den Suppressonsaktivitéten der amber-Suppressor-tRNAs fir
Leucin, Histidin, Tyrosin und Serin entsprachen denen in vivo. Die geringere
Suppressonsaktivitét anderer untersuchter amber-Suppresor-tRNAs in  vitro  gibt
moglicherweise a@nen Hinweis darauf, da de Aktivitdt einiger Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen im in vitro Trandationss/stem reduziert ist.

Prozesserung, Reparatur und Aminoagylierung in vitro transkribierter tRNAs undihre Bezie-
hung untereinander wurden eingehend unersucht. Homogene tRNA-Préparationen mit
korrektem CCA-Ende konnten durch eine Prozesserung oder durch de Regeneration des 3'-
Endes der in vitro transkribierten tRNAs in der S100-Enzymfraktion des Trandationssystems
erhalten werden. Die Prozesserung verlangerter tRNAs und de Reparatur verkirzter tRNAS
innerhalb des Gesamtsystems erwiesen sich as nicht limiti erend fUr die Proteinbiosynthese.
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Letztendich konrte die unterschiedliche Suppressonsaktivitét der Transkripte von sieben
amber-Suppresor-tRNA-Spezies (tRNAS cua{ su*1}, tRNA™ cua{su’s}, tRNA"cua{su’e},
tRNAScua, tRNAMC A, tRNAMSua und tRNAM® ) auf strukturelle Eigenschaften der
entsprechenden Aminoacyl-tRNAs zurlickgefuhrt werden. Als Mal3 fur die Suppressons-
effizienz diente die Haufigkeit der ribosomalen tRNA-Selektion im Vergleich zur Haufigkeit
der Selektion von RF1. Alle untersuchten amber-Suppressor-tRNAs enthielten de ds ided
fir die Suppresson beschriebene Nukleotidfolge °CssUssAssAs7AszsS innerhalb ihrer
Anticodorschlaufe. Auch in Anwesenheit dieser Sequenz unterschieden sich de
Suppressonseffizienzen der einzelnen amber-Suppresor-tRNAs shr stark. Die Rate der
tRNA-Selektion des darksten Suppressors, tRNAS¥cua, war Uber 20 mal so hach wie die Rate
der tRNA-Selektion fir tRNAA o, die die Suppressonseffizienz der zur Zeit fur die
EinfUhrung unratrlicher Aminosauren verwendeten amber-Suppresor-tRNAS représentiert.
Generell war die Suppressonseffizienz um so bessr, je mehr die Sequenz der urspriinglichen
Wil dtyp-tRNA der Sequenz der aus ihr abgeleiteten amber-Suppresor-tRNA dhnelte. Mit
zunehmender Anzahl der Mutationen, de nétig waren, de Sequenz °CsUssAseAs7Azs in-
nerhalb der AnticodonSchlaufe zu erhalten, nehm die Suppressonseffizienz der tRNAs ab.
Insofern urterstitzen de Ergebnisse die Theorie des "Extended Anticodort' (Yarus 1982).
Die beiden mit Abstand besten Suppresren tRNAScya UndtRNA™'¢a enthalten die Base
Cs2 innerhalb der AnticodonSchlaufe. Wichtige Strukturelemente fur die Suppresson liegen
mogli cherweise auch aul¥erhalb des AnticodonArmes. Es ergaben sich Hinweise darauf, dal3
eine Typll-Struktur der tRNA die Suppresson kegunstigt.

Die im Rahmen der Biotechndogie bedeutendste K onsequenz aus der vorli egenden Arbeit ist,
dad de zur Zeit fur die EinfUhrung unretirlicher Aminosauren in Proteine verwendeten
amber-Suppressor-tRNAs  relativ. schwadhe amber-Suppressoren sind. Aufgrund  der
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sollte die Konstruktion wesentlich verbesserter amber-
Suppresoren und d@mit eine sehr viel effizientere Insertion unratlrlicher Aminosauren in
Proteine moglich sein.
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7. SUmmary

The introduwction d unretural amino adds into proteins can be adieved by the use of an
amber suppressor tRNA, that has been chemicdly acylated with the desired amino add and
that is naot a substrate for the natural aminoacyl tRNA synthetases. The aldition d the darged
amber suppresor tRNA to the protein biosynthesis readion results in site spedfic
incorporation d the amino add into the protein. However very often the usually applied
methoddogy does nat leal to sufficient amourts of mutant protein. The goa of this work was
to expand ou knowledge of in vitro amber suppresson expeding that the strategy mentioned
above can be goplied more general.

Within the presented work the site speafic incorporation d an unretural amino add could be
demonstrated by the introduction d e-dansyl lysine into FABP (fatty add binding protein). As
expeded the incorporation d the unraetural amino add was very inefficient. A further
limitation d the methoddogy proved to be the preparation d large anourts of shortened
tRNA moleaules, which are necessary to produce the demicdly acylated tRNA. The high
level of 3-end heterogeneity of the in vitro transcription poducts grongly impedes the
purification d homogenous tRNA. The homogeneity and the anourt of the tRNAs during T7-
transcription could clealy be improved by increasing the readion temperature from 37°C to
an optimum temperature of 44°C. Additionaly, various preparations of T7-RNA-Polymerase
showed dfferent n+1-adivities.

To investigate the adivities of amber suppresor tRNAs expressed in vivo, total tRNA from
10 dfferent Escherichia coli amber suppressor strains (Kleina @ a. 1990 was prepared and
employed in cdl-free trandation. The relations between the suppresson adivities of the
amber suppresors for leucine, histidine, tyrosine and serine in vitro corresponced to the in
vivo results of other authors. In contrast to those four the suppresson adivities of other amber
suppresors were deaeased in vitro indicaing that the adivities of the mrrespondng amino
acyl tRNA synthetases may be reduced.

Procesdng, repair and aminoagylation d in vitro transcribed tRNAs and the relation d these
proceses to ead ather were investigated in-depth. Incubation d 3'-shortened o 3'-prolonged
heterogenous in vitro transcription products in the S100 enzyme fradion d the total
tranglation system resulted in hamogenouws tRNA popuations with corred 3'-terminal CCA-
ends. Processng of prolonged tRNASs and repair of shortened tRNAs in the whale tranglation
system were shown na to be limiti ng for protein biosynthesisin vitro.

The suppresson adiviti es of the transcripts of seven dff erent amber suppressor tRNA spedes
(t(RNAScua {sU's}, tRNAcua {su's), tRNA"cua {su’s}, tRNA"*cya, tRNAM cua,
tRNAHSua and tRNAM® ;) were shown na to be limited by aminoacylation. Therefore the
suppresson adivities of these tRNAs refleds dructural properties of their aminoagylated
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courterparts. Suppresson efficiency was defined as the frequency of ribosoma tRNA
seledion dvided by the frequency of RF1 seledion. The anticodon loops of al tRNAs
contained the sequence °CzUssA36A37A38° Which isided for efficient suppresson as known
from other studies. Still, in the presence of this sequence suppresson efficiencies varied owver
a large range. The rate of tRNA seledion was 20 times higher for the strongest suppresr,
tRNAS¥ oy, compared to the dficiency of the weskest one, tRNAA'® 4, which represents the
suppresson efficiency of the adual tRNAs used for chemicd aminoagylation. In general the
more the sequence of the amber suppressor tRNA refleded the sequence of the origina wild
type tRNA, from which it was deviated, the better the suppresson efficiencies becane. With
increasing number of nucleotide exchanges, that were necessary to get the sequence
¥CauUssA36A37A35° into the anticodonloop d the amber suppresor, suppresson efficiencies
deaeased, indicaing that tRNA sequences have been evolved to suppat optimal interadion
between codonand anticodon, as it is postulated in the "Extended Anticodonr' (Yarus 1982.
The two best amber suppressors by far, tRNA>cyaand tRNA ™Y cua, bath contain the base Cs,
inside their anticodon loop. There is also some evidence that certain structural feaures
important for suppresson are locdized ouside the anticodon arm and that these structural
feaures are foundmainly in typell-tRNAS.

The most important conclusion resulting from this work within the field of biotechndogy is,
that the adual amber suppressor tRNAs used for chemicd aminocacgylation are wmparably
wed suppresors. A logicd step from this work is the @nstruction o new amber suppresor
tRNAs with higly improved suppresson efficiences for chemicd aminoagylation. Therefore
the present work shoud alow a much improved incorporation d unretural amino adds into
proteinsin the future.
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